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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Stabilisierte Proteinzubereitung fur einen Gewebekleber 

(57) Es werden stabilisierte, im wesentlichen Fibrinogen- 
freie und im flussigen Zustand lagerfahige Protein-Zube- 
reitungen beschrieben, die ein Faktor Xlll-Konzentrat ent- 
halten, dem neben einem Salz einer organischen Di- oder 
Tricarbonsaure, insbesondere der Zitronensaure, weitere 
ubliche Stabilisatoren fur Faktor Xlll-Zubereitungen zuge- 
setzt sind. Es werden aufterdem stabilisierte, flussige 
oder tiefgefrorene Fibrinogenzubereitungen beschrieben, 
wobei die tiefgefrorenen Zubereitungen nach dem Auf- 
tauen fur mehr als vier Wochen stabil bleiben. Die Faktor 
Xlll-Zubereitung und die Fibrinogen-Zubereitung konnen 
nach Vermischung zusammen mit einer Thrombinzube- 
reitung als Gewebekleber eingesetzt werden. Beschrie- 
ben wird auch eine zur gemeinsamen Anwendung vorbe- 
reitete Verpackungseinheit, die den stabilisierten Faktor 
XIII, das stabilisierte Fibrinogen und eine Thrombin ent- 
haltende Losung getrennt voneinander enthalt. Ein Teil 
der erfindungsgemafcen Stabilisierungen erlaubt ein Ein- 
frieren und Wiederauftauen der Proteinzubereitungen, 
ohne daft dabei ein Wirkungsverlust des Faktors XIII oder 
des Fibrinogens feststellbar ist. Bei einer Temperatur von 
unter 10°C ist eine Lagerfahigkeit bis zu einem Jahr ge- 
wahrleistet. 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung sind stabilisierte Proteinzubereitungen fur einen Gewebekleber oder fur parenteral appli- 
zierbare Praparate, die bei der Lagerung im fliissigen Zustand oder nach Lagerung im gefrorenen Zustand beim Wieder- 
5 auftauen und ggf. bei weiterer Lagerung im flussigen Zustand keinen Wirkungsverlust zeigen. 

Es ist bekannt, dass zur Verbindung menschlicher oder tierischer Gewebe Gewebekleber eingesetzt werden, die u. a. 
aus den Hauptkomponenten Fibrinogen, Faktor XIII und Thrombin bestehen. Diese Proteinpraparate bedurfen einer 
sorgfaltigen Stabilisierung, damit ihre voile Wirkung und ihre Anwendungseigenschaften bis zu ihrem chirurgischen 
Einsatz bei der Gewebeklebung erhalten bleiben. 

10 Die Gewebeklebung ist eine Methode, die schon zu Beginn dieses Jahrhunderts und danach immer wieder beschrieben 
wurde (S. Bergel: Uber Wirkungen des Fibrins. Dtsch. med. Wschr. 35 : 663-5 (1909); E. P. Cronkite, E. L. Lozner, J. M. 
Deaver: Use of thrombin and fibrinogen in skin grafting. JAMA 124 : 976-8 (1944); H. Matras; H. P. Dinges, H. Lass- 
mann, B. Mammoli, Wr. med. Wschr. 37 : 517 (1972); H. Matras, H. P. Dinges, H. Lassmann, B. Mammoli: J. max. fac. 
Surg. 1 : 37 (1973); H. Matras, F. Braun, H. Lassmann, H. P. Ammerer, B. Mammoli: Plasma clot welding of nerves (ex- 

15 perirnental report) J. max. fac. Surg. 1 : 236-4 (1973); H. Kuderna, H. Matras. Wiener klin. Wschr. 87 : 495^96 (1 975)). 
Wahrend anfangs noch Plasma oder Fibrinogen als Pulver eingesetzt wurden, wurde spater gereinigtes Fibrinogen zum 
Beispiel in der Form von Kryoprazipitat verwendet. 

Mit der kommerziellen Herstellung von Fibrinogen- und Thrombin-Konzentraten seit den siebziger Jahren hat die Ge- 
webeklebung erheblich an Bedeutung gewonnen und wird heute beispielsweise zur Nahtunterstutzung, lokalen Hamo- 

20 stase, Versiegelung von Korperhohlen zur Vermeidung von Liquorverlust sowie zur Wundversorgung eingesetzt. Die 
Gewebeklebung ist eine physiologische Methode und hat deshalb beziiglich ihrer Vertraglichkeit und der Abbaubarkeit 
der Kleberkomponenten Vorteile gegenuber synthetischen Klebem. 

Komrnerziell verfiigbar sind Gewebekleber entweder als Lyophilisate oder als eingefrorene Praparate. Nach der Re- 
konstitution bzw. nach dem Auftauen sind die Produkte jedoch nur wenige Tage in Losung stabil, da bei hochkonzen- 

25 trierten Fibrinogenlosungen eine Aggregation und somit eine Viskositatserhohung oder eine proteolytische Inaktivierung 
erfolgt, die eine weitere Anwendung unmoglich macht. 

Auch die bislang in der Litcratur bcschricbcncn Gewebekleber bestehen in der Rcgcl aus cingcfrorcncn oder gefricr- 
getrockneten Komponenten, die vor der Verwendung aufgetaut oder aufgelost werden miissen. Urn die Verarbeitung, die 
Loslichkeit, das Auftauen oder die Stabilitat des Fibrinogenkonzentrats zu verbessern, ist im europaischen Patent 

30 0 085 923, in der deutschen Patentanmeldung 196 17 369 und in der europaischen Patentanmeldung 0 856 317 der Ein- 
satz von chaotropen Agentien oder generell die Loslichkeit von Proteinen verbessernden Zusatzen wie Arginin oder 
Harnstoff oder ihren Derivaten oder Derivaten von Benzol, Imidazol, Pyrazol, Furan, Thiazol und Purin beschrieben 
worden. Unter chaotropen Agentien sind hier solche Agentien zu verstehen, die die Wechselwirkung von Proteinen oder 
Teilen davon reduzieren bzw. destabilisieren und somit deren Aggregationstendenz verringern. Dabei ist von Bedeutung, 

35 die Stabilitat der Einzelkomponenten wie Fibrinogen und Faktor XIII auch in Anwesenheit dieser chaotropen Agentien 
und unter den gewahlten Bedingungen zu gewahrleisten. Dies ist bei gefrorenen und nach dem Auftauen noch fiir meh- 
rere Wochen und Monate fliissig zu lagernden Fibrinogenkonzentraten bisher noch nicht gelungen. 

Sowohl bei der Flussiglagerung, besonders aber auch bei der Lagerung im gefrorenen Zustand ist bei den hierfiir be- 
schriebenen Formulierungen der Verlust an F XIII-Aktivitat so hoch, dass der F Xffl-Gehalt in Anwesenheit wirksamer 

40 Mengen chaotroper Agentien oft nach wenigen Wochen oder Monaten deutlich abfallt, teilweise bis unter die Nachweis- 
grenze. 

Bei Formulierungen entsprechend der europaischen Patentanmeldung 0 856 317 hat sich gezeigt, dass Tranexamsaure 
(AMCA), besonders auch in Anwesenheit von chaotropen Agentien wie zum Beispiel Arginin bzw. von anorganischen 
Salzen, den F XIII-Gehalt im Verlaufe der Lagerung bei -20°C deutlich reduziert (Tab. 1, Ansatz 1). Somit sind diese 
45 Formulierungen in Hinblick auf die gleichzeitige Stabilitat von Fibrinogen und F XHI als nicht-stabil zu bezeichnen. 
Auch im Falle von Formulierungen entsprechend DE 196 17 369 zeigen sich Probleme beim Erhalt der F XIII-Aktivitat 
(siehe Tab. 1, Ansatz 2). 

Aus der europaischen Patentschrift 0 487 713 ist auBerdem ein biologischer Kleber fur menschliche oder tierische Ge- 
webe bekannt, der in fliissiger Form bei niedriger Temperatur stabilisiert ist. Dies ist dadurch moglich, dass die Fibrino- 

50 gen enthaltende Zubereitung mindestens ein chaotropes Agens in einer Konzentration zwischen etwa 0,3 M und 1 M ent- 
halt und der Kleber bei einer Lagertemperatur von 2 bis 10°C fliissig ist. 

Typischerweise enthielt ein solches Fibrinogenkonzentrat etwa 4 mM Tri-Natriumcitrat, 240 mM NaCl, 80 mM 8- 
Aminocapronsaure (EACA), 240 mM Glycin, 1% Polysorbat, 0,6 g/1 Natriumcaprolat, 0,5 M Harnstoff ggf. 2,000 
KIE/ml Aprotinin und einen pH 7,5. Die Stabilitat wurde bereits nach 1 Monat bewertet, was fiir ein therapeutisches Pra- 

55 parat sehr kurz ist. Die F XIII-Aktivitat wurde dabei nicht bestimmt. J. Chabbat et al. berichteten auch von einem Fibri- 
nogenkonzentrat, das bei 4°C iiber 6 Monate im flussigen Zustand stabil ist (J. Chabbat, M. Tellier, P. Porte und M. Stein- 
buch: Properties of a new fibrin glue stable in liquid state. Thromb. Res. 76 : 525-533 (1994)). Dieses Konzentrat ent- 
hielt als chaotrope Zusatze 0,5 M Harnstoff oder 5% Arginin neben anderen Formulierungsbestandteilen, typischerweise 
60 mM/1 NaCl, 20 mM/1 EACA und 60 mM/I Glycin. Allerdings wurde auch hier nicht der F XIII-Gehalt getestet. 

60 Diese in der europaischen Patentschrift 0 487 713 und in der Literatur beschriebenen, flussigen Formulierungen zeich- 
nen sich dadurch aus, daR die Aggregation (Polymerisation) und somit die Viskositatserhohung der konzen trierten Fibri- 
nogenkomponente bei Kuhlschranktemperatur verhindert oder reduziert wird. Allerdings wird Faktor XIII, ein wesentli- 
cher Bestandteil von Fibrinogenkonzentraten fiir Fibrinkleber, unter diesen Bedingungen mehr oder weniger stark inak- 
tiviert. Bei den fiir eine Lagerung im gekuhlten Zustand entsprechend der europaischen Patentschrift 0 487 713 bzw. der 

65 verwandten Publikation von Chabbat et al. [J. Chabbat, M. Tellier, P. Porte und M. Steinbuch: Properties of a new fibrin 
glue stable in liquid state. Thromb. Res. 76 : 525-533 (1994)] vorgesehenen Formulierungen stellt die Instability von F 
XIII dementsprechend ein wesentliches Problem dar, das auch durch die vorgeschlagenen Formulierungen nicht gelost 
wird (siehe Tabelle 1, Ansatze 3^4). Weiterhin liegt der Gehalt an chaotropen Agentien mit 0,3 bis 1,0 M/l relativ hoch, 
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was geringere Konzentrationen chaotroper Agentien wiinschenswert erscheinen laBt (<0,3 M/l). 

Es lasst sich also feststellen, dass bei der Untersuchung der Stabilitat von Fibrinogen/Faktor Xlll-Zubereitungen sowie 
der Viskositat verschiedener beschriebener Fibrinogen/F XEH-Zubereitungen im gekiihlten Zustand (0 bis 10°C) oder im 
gefrorenen Zustand mit anschlieBender Lagerung im gekiihlten Zustand (0 bis 10°C) gefunden wurde, dass die bislang 
bekannten Formulierungen zu keinen stabilen Protein-Zubereitungen fiihren. Entweder Fibrinogen oder Faktor XIII zei- 5 
gen im Laufe der Lagerzeit erhebliche Aktivitatsverminderungen oder die Selbstaggregation von Fibrinogen fiihrt zu ei- 
nem hochviskosen, nicht mehr applizierbaren Material (siehe Tab. I, Ansatze 1 bis 4). 

Es stellte sich deshalb die Aufgabe, eine fliissige oder gefrorene Proteinzubereitung zu entwickeln, in der Fibrinogen 
und/oder Faktor XTTI ohne Wirkungsverlust. stabilisiert sind und zwar auch dann, wenn diese Zubereitungen eingefroren 
und anschlieBend zur weiteren Lagerung bzw. Verwendung erneut aufgetaut werden. 10 

Gelost wird diese Aufgabe durch stabilisierte Proteinzubereitungen, die gegeniiber dem Stand der Technik den Vorteil 
haben, dass nicht nur Fibrinogen, sondern auch F XIII stabilisiert wird und dass der Gehalt an chaotropen Reagentien re- 
duziert werden kann. 

Dies erfolgt dadurch, dass bei eingefrorenen und nach dem Auftauen noch mehrere Wochen oder Monate stabilen Pra- 
paraten ein chaotropes Agens entsprechend der hier gegebenen Definition zur Vermeidung der Fibrinogen- Aggregation 15 
eingesetzt wird, dass die Konzentration anorganischer Salze reduziert wird und dass ggf. ein Antifibrinolytikum sowie 
weitere iibliche Proteins tabilisatoren verwendet werden. Ein hierfur eingesetztes Fibrinogenpraparat kann dabei noch 
aus dem Ausgangsmaterial stammenden Faktor XTH und noch weitere Plasmaproteine wie zum Beispiel Fibronectin und 
den von Willebrand-Faktor (vWF) enthalten. 

Als Antifibrinolytikum werden Lysin oder e-Aminocapronsaure (EACA) oder p-Aminomethylbenzoesaure (PAMBA) 20 
oder deren physiologisch unbedenkliche Salze eingesetzt. Bei Untersuchungen zum Eintluss verschiedener Antifibrino- 
lytika hat sich gezeigt, dass Lysin oder EACA die F XIII-Aktivitat nicht negativ beinflussen, wahrend bei Tranexamsaure 
dies der Fall ist. Besonders bei eingefrorenen, aber auch bei fliissig gelagerten Fibrinogen/F XIII-Mischungen ist deshalb 
die Verwendung von EACA oder Lysin der Verwendung von AMCA vorzuziehen. Als weitere S tabilisatoren fur F XIII 
konnen Natrium-Citrat, Aminosauren und Zucker eingesetzt werden. 25 

An Stelle der vorstehend beschriebenen Proteinzubereitungen, die sowohl Faktor XIII als auch Fibrinogen mit ihren 
jcwciligcn S tabilisatoren enthalten, ist es auch moglich und aus Griindcn der bcsscrcn Stabilitat sogar vorzuziehen, bcidc 
Konzentrate getrennt voneinander aufzubewahren und erst unmittelbar vor der Anwendung als Gewebekleber zusammen 
mit der thrombinhaltigen Zubereitung zu vermischen. Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch ein Gewebekleber, der 
aus der den stabilisierten Faktor XIII enthaltenden Losung, einer das stabilisierte Fibrinogen enthaltenden Losung sowie 30 
einer Thrombin enthaltenden Losung besteht, die getrennt voneinander in einer zur gemeinsamen Anwendung vorberei- 
teten Verpackungseinheit bereitgestellt werden. Dies hat auch den weiteren Vorteil, dass bei Bedarf das Verhaltnis von 
Faktor XHI und Fibrinogen der jeweiligen Situation angepasst werden kann. 

A) Gefrorene Konzentrate, die auch im flussigen Zustand noch mehrere Wochen/Monate bei 0 bis 10°C gelagert werden 35 

konnen (siehe Tabellen 1 und 2) 

Stabile, gefrorene Fibrinogenkonzentrate sind bekannt und beschrieben, wobei deren Stabilitat nach dem Auftauen 
aber auf wenige Tage begrenzt ist. Die beschrankte Haltbarkeit des Fibrinogenkonzentrats ist u. a. darauf zuriickzufiih- 
ren, dass die Viskositat durch Aggregation des Fibrinogens als bald ansteigt. Zwar kann eine niedrige Viskositat durch 40 
den Zusatz von aggregation sverhindernden, also chaotropen Verbindungen im flussigen Zustand erhalten werden. Diese 
Agentien haben aber den Nachteil, dass sie im gefrorenen Zustand (zum Beispiel bei — 20°C) zu einem Abfall der Faktor 
XIII-Aktivitat fiihren. Der Verlust an F XEH-Aktivitat tritt dabei umso schneller ein, je hoher die Konzentration an chaot- 
ropen Agentien ist. 

Bei der Entwicklung der erfindungsgemaBen stabilisierten Proteinzubereitungen hat sich nun gezeigt, daB nicht jedes 45 
chao trope Agens die Stabilitat des Faktor XIII gleichermaBen vermindert und dass vor allem auch die anderen erfin- 
dungsgemaB zuzusetzenden Additive von erheblichem EinfluB auf die Faktor Xlll-Stabilitat und auf die von der Fibri- 
nogen aggregation beeinfluBte Viskositat sind. So ist Arginin bei gleicher Molaritat wesentlich effektiver beim Verhin- 
dern der Fibrinogenpolymerisation bzw. Aggregation als Harnstoff. AuBerdem wirken sich anti-fibrinolytische Zusatze 
wie die s-Aminocapronsaure (EACA), die e-Aminomethylcyclohexancarbonsaure (AMCA) oder die p-Aminomethyl- 50 
benzoesaure (PAMBA) sowie deren physiologisch unbedenkliche Salze auf die Fibrinogen aggregation und die F XHI- 
Stabilitat aus. Besonders AMCA wirkt sich hier negativ auf die F XIII-Aktivitat bei Lagerung im gefrorenen (aber auch 
im flussigen) Zustand aus. Ausserdem wurde gefunden, daB die F XIII-Aktivitat bei gefrorenen Protein-Konzentraten in 
Anwesenheit bestimmter Konzentrationen chaotroper Agentien nicht vermindert wird, wenn auf den in derartigen Zube- 
reitungen bisher iib lichen Zusatz anorganischer Salze ganz oder weitgehend verzichtet wird. So wurde erfindung sgemaB 55 
eine Zubereitung entwickelt, in der Fibrinogen nach dem Einfrieren und Wiederauftauen fur mindestens mehrere Wo- 
chen oder sogar Monate fliissig bleibt, wenn diese Formulierung als eine die Fibrinogenaggregation verhindernde oder 
vermindernde Substanz eine chaotrope Verbindung in einer Menge von weniger als 0,28 Mol/1 enthalt. Insbesondere Ar- 
ginin in einer Menge von etwa 2 Gewichtsprozent, Guadinin, Harnstoff, Citrullin, Nicotinamid oder ihre Mischungen in 
einer Menge von bis zu ca. 0,25 M, insbesondere von 0,1 bis 0,20 M haben sich bewahrt. AuBerdem konnen anorgani- 60 
sche Salze in Konzentrationen von weniger als 100 mMol/1, insbesondere von weniger als 50 mMol/1 zugesetzt. sein. 

In einer derartigen Zubereitung bleibt sowohl das Fibrinogen als auch der Faktor XIII sowohl bei der Lagerung im ge- 
frorenen als auch im flussigen Zustand mindestens mehrere Wochen/Monate stabil. Die Stabilitat kann noch weiter er- 
hoht werden, wenn andere iibliche Komponenten wie zum Beispiel Salze der Zitronensaure oder der Milchsaure oder 
eine oder mehrere Aminosauren oder ein Mono- oder Disaccharid oder ein Zuckeralkohol oder eine ihrer Mischungen 65 
zugesetzt werden. Bei diesen Zusammen setzungen kann die erfindungsgemaBe Zubereitung wieder eingefroren und auf- 
getaut werden sowie nach Rekonstitution eines Fibrinkleberlyophilisates wieder eingefroren und im gefrorenen Zustand 
als stabiles Fibrinogen/F Xlll-Praparat gelagert werden. Da das Wiedereinfrieren bei den handelsiiblichen, fur einen Ge- 
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webekleber benotigten Proteinzubereitungen nicht moglich ist, zeigt sich hierin ein weiterer Vorteil der erfindungsgema- 
Ben Formulierungen. Diese Eigenschaft erleichtert den Umgang mit Lyophilisaten nach dem Rekonstituieren oder von 
gefroren gelagerten Praparaten, falls nicht die gesamte Menge auf einmal verbraucht werden kann. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Herstellung der verwendeten Proteinlosungen fur die Untersuchung der Stabili- 
5 taten, als Ausgangsmaterialien sind zum Beispiel aber auch Fibrinogen, F XIII oder Thrombin aus rekombinanter Her- 
stellung einsetzbar: 

Beispiel 1 

10 Ein Fibrinogenkonzentrat wurde aus Kryoprazipitat durch Fallung, Al(OH)3 Adsorption, Virusinaktivierung und wei- 
tere Fallung hergestellt [siehe P. Fuhge, P. Gratz, H. Geiger. Moderne Methoden zur Herstellung von Gerinnungsthera- 
peutika. Behring Inst. Mitt. 79 : 164-176, (1986)]. Das Fibrinogenkonzentrat wurde durch Diafiltration und anschlie- 
Bende Ankonzentrierung auf die jeweilige Zusammensetzung sowie auf eine Fibrinogen-Endkonzentration von mehr als 
15 mg/ml, bevorzugt auf rnehr als 40 mg/ml eingestellt. Die Stabilitat dieser Fibrinogen-Praparate wurde in Anwesenheit 

15 von 0,05% Natriumazid durch Lagerung bei der jeweiligen Temperatur und Priifung relevanter Analysenparameter wie 
gerinnbarem Fibrinogen, F XEI-Aktivitat, Viskositat, Proteinabbau durch SDS-PAGE etc. bestimmt. 

Beispiel 2 

20 Gereinigter Faktor XIH wurde aus einer F XlH-haltigen Plasmafraktion (Cohn-Fraktion I) hergestellt (H. E. Karges 
und R. Rapp: Production and virus safety of human F XIII concentrates, in: Factor XIII, eds. J. McDonagh, R. Seitz, R. 
Egbring, Schattauer, Stuttgart/New York (1993), S. 66-76). Diese F XIII-Losung wurde nach Dialyse oder Diafiltration 
und ggf. Ultrafiltration mit den zu testenden Stabilisatoren versetzt und nach Sterilfiltration bei verschiedenen Tempera- 
turen gelagert oder zur Aufstockung von Fibrinogenkonzentraten verwendet. 

25 

Beispiel 3 

Wie in Beispiel 1 wurde ein Fibrinogenkonzentrat hergestellt und der F XIII-Gehalt durch Zugabe einer Faktor XIII- 
Losung aufgestockt. Durch anschlieBende Dialyse und Ankonzentrierung wurden die fiir die Stabilitatsuntersuchung 
30 verwendeten Zubereitungen hergestellt. Zur Verhinderung von Bakterienwachstum enthielten die Ansatze noch 0,05% 
Natriumazid oder wurden mit 0,2 ?m Filtern sterilfiltriert. 

Beispiel 4 

35 Das lyophilisierte Fibrinogenkonzentrat eines kommerziellen Fibrinklebers (Beriplast P) wurde in Wasser fiir Injekti- 
onszwecke oder in Aprotinin-Losung auf einen Fibrinogengehalt von >15 mg/ml, bevorzugt auf >40 mg/ml rekonstitu- 
iert und gegen Mischungen unterschiedlicher Zusatze dialysiert. In Anwesenheit von 0,05% NaN3 zur Vermeidung von 
Bakterienwachstum wurden die Fibrinogen/F XIII-Konzentrate gelagert und ihre Stabilitat nach verschiedenen Zeiten 
bestimmt. 

40 

Beispiel 5 

Aus Kryoprazipitat mit nachfolgender Al(OH)3 -Adsorption wurde ein Fibrinogenkonzentrat hergestellt, dessen F 
XIII-Konzentration ggf. durch Zugabe von gereinigtem F XEI aufgestockt wurde. Dieses Konzentrat wurde durch Dia- 
45 filtration und anschlieBende Ankonzentrierung auf die jeweilige Zusammensetzung sowie auf eine Fibrinogen-Endkon- 
zentration von mehr als 15 mg/ml, bevorzugt auf mehr als 40 mg/ml eingestellt. Zur Uberprufung der Lagerstabilitat 
wurde in Anwesenheit von 0,05% Natriumazid gelagert. 

Die Stabilitat von entsprechend Beispiel 1 bis 5 hergestellten Fibrinogen-, F XIII- sowie Fibrinogen-/F Xlll-Prapara- 
ten wurde durch Lagerung bei der jeweiligen Temperatur und Testung relevanter Analysenparameter bestimmt. Ergeb- 
50 nisse dieser Testungen sind in Tabelle 1 bis 3 aufgefiihrt. 

B) Fliissig gelagerte Konzentrate enthaltend Fibrinogen- oder Fibrinogen/Faktor XLH- Konzentrat (siehe Tabellen 1 und 

2) 

55 Auch bei fliissigen Fibrinogen-Konzentraten, die nicht eingefroren, sondern nur im gekiihlten Zustand bei ca. 0 bis 
10°C gelagert werden, muB die Aggregation und somit die Viskositatserhohung durch den Zusatz von chaotropen Agen- 
tien verhindert werden. Im Allgemeinen fallt dadurch die Faktor XLH-Aktivitat mehr oder weniger stark ab. Es wurde 
nun gefunden, dass die Fibrinogenaggregation verhindert oder vermindert werden kann, ohne dass dieser Nachteil beob- 
achtet wird, wenn die chaotrope Substanz in einer Menge von weniger als 0,28 Mol/1 eingesetzt wird. Als geeignete 

60 chaotrope Substanzen haben sich vor allem Arginin, Guanidin, Harnstoff, Citrullin, Nicotinamid und ihre Mischungen 
erwiesen, wenn sie in der vorstehend genannten Menge eingesetzt werden. Vorteilhaft ist es weiterhin, der Zubereitung 
noch ein Antifibrinolytikum zuzusetzen, wobei vor allem Aprotinin, Lysin, e-Aminocapronsaure (EACA), p-Aminome- 
thylbenzoesaure (PAMBA) oder eines ihrer physiologisch vertraglichen Salze oder Derivate in Betracht kommen. 

Zur Erhohung der Stabilitat der Fibrinogenzubereitung empfiehlt sich auBerdem der Zusatz eines Stabilisators. Hierfur 

65 eignen sich physiologisch vertragliche Salze organischer Carbonsauren, insbesondere der Zitronensaure oder der Milch- 
saure oder eine oder mehrere Aminosauren oder ein Mono- oder Disaccharid oder Zuckeralkohole ganz besonders. Da- 
mit ist es moglich, in Fibrinogenkonzentraten mit einem Fibrinogengehalt von mehr als 15 mg/ml, insbesondere von 
mehr als 40 mg/ml, beim Einsatz von chaotropen Agentien bis zu einer Menge von 0,28 M gute Stabilitaten zu erzielen. 
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Werden jedoch Mischungen von Fibrinogen und Faktor XIII hergestellt, dann sichert die gleichzeitige Anwesenheit 
von chaotropen Agentien und den obengenannten Zusatzen oder Mischungen, dass die Zubereitungen hone Stabilitats- 
werte sowohl fur Fibrinogen als auch fur F XHI erreichen. Durch Zusatz von Zuckern wie zum Beispiel Saccharose und/ 
oder Aminosauren wie Histidin kann die Aggregation von Fibrinogen soweit reduziert werden, dass der Gehalt an chaot- 
ropen Agentien verringert werden kann, was dem Erhalt der Stabilitat von F XHI so wie der Vertraglichkeit in vitro ent- 5 
gegenkornmt. 

Diese Mischung aus Fibrinogen und F XIII kann zusammen mit einer Thrombin enthaltenden Zubereitung in einer zur 
gemeinsamen Anwendung als Gewebekleber vorgesehenen Verpackungseinheit bereitgestellt werden. 

AuRerdem konnen die erfindungsgemaG st.abilisiert.en F XTIT und Fibrinogenzubereitungen auch als Finzelkomponen- 
ten parenteral oder topisch zu therapeutischen Zwecken eingesetzt werden. 10 

C) Fliissige Konzentrate mit getrennter Aufbewahrung von Fibrinogen und F XIII (siehe Tabellen 1-3) 

Es hat sich gezeigt, dass die Stabilitat einer fliissigen, Fibrinogen und F XIII enthaltenden Zubereitung weiter verbes- 
sert werden kann, wenn Fibrinogen und Faktor XIII getrennt aufbewahrt und erst unmittelbar vor bzw. wahrend der An- 15 
wendung miteinander gemischt werden. In diesem Falle wird das F XHI-Konzentrat unabhangig von Fibrinogen stabili- 
siert. Wie sich gezeigt hal, kann die im wesentlichen librinogenfreie Faktor XIII-ZubereiLung durch Zusatz eines physio- 
logisch vertraglichen Salzes einer organischen Di- oder Tricarbonsaure, insbesondere der Zitronensaure und den Zusatz 
weiterer ublicher Stabilisatoren fur F XIII in einer Menge von bis zu 5 Gewichtsprozent sowie Mischungen davon fur die 
Lagerung im fliissigen Zustand bei 0 bis 10°C oder 20 bis 25 °C stabilisiert werden (siehe Tabelle 3). Als ubliche Stabi- 20 
lisatoren fur F XIII werden Mono- oder Disaccharide oder Zuckeralkohole und Aminosauren aus der Gruppe Glycin, 
Glycylglycin, Alanin, Cystein, Histidin, Glutamin oder phy siologisch vertragliche Salze der Glutaminsaure oder der As- 
paraginsaure oder ihre Mischungen vorteilhaft eingesetzt. Weiterhin konnen ggf. Zusatze zur Regelung der Osmolaritat 
wie anorganische Salze oder andere ubliche Stabilisatoren fur F XIII zugesetzt werden. Das Fibrinogenkonzentrat wird, 
wie bereits oben erwahnt, stabilisiert. 25 

Die getrennte Lagerung von Faktor XIII und Fibrinogen-Zubereitungen bei 0 bis 10°C, die jeweils mit spezifischen 
Stabilisatoren vcrschcn sind, crlaubt die Hcrstcllung cincs Fibrinklcbcrs, der aus drci fliissigen, stabilcn Komponcntcn, 
narnlich dem Fibrinogenkonzentrat, F XIII-Konzentrat und dem Thrombin-Konzentrat besteht. In dieser Form sind die 
Komponenten iiber lange Zeit haltbar und behalten ihre Aktivitat bis sie unmittelbar vor oder wahrend der Anwendung 
als Gewebekleber miteinander gemischt werden. Die hier angegebenen Formulierungen erlauben auch das Einfrieren der 30 
einzelnen Komponenten ohne signiflkanten Aktivitatsverlust. 



Formulierungen enthaltend Fibrinogen oder Fibrinogen/F XHI 

Formulierungen analog dem Stand der Technik 35 

1. 0,05 Mol/1 NaCl, 1,5 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H z O, 0,12 MoVl L-Arginin, 320 mMoVl AMCA, pH 7,4 

2. 6 g/1 Na 3 -Citrat X 2 H 9 0, 1% Glycin, 2% Nicotinamid, 1.000 KIE/ml Aprotinin, pH 7,5 

3. 0,15 M NaCl, 0,28 Mol/1 L-Arginin, 1.000 KIE/ml Aprotinin, pH 7,0 

4. 0,15 M NaCl, 0,5 M Harnstoff, 1.000 KIE/ml Aprotinin. 40 



ErfindungsgemaBe Formulierungen 

5. 6 mg/ml Na 3 -Citrat X 2 H 2 0, 0,12 Mo VI L-Arginin, pH 7,4 

6. 6 mg/ml Na 3 -Citrat X 2 H 2 0, 0,12 Mol/1 L-Arginin, 0,14 Mol/1 Citrullin, pH 7,4 45 

7. 6 mg/ml Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, 0,095 Mol/1 L-Arginin, 80 mMol/1 EACA, pH 7,4 

8. 6 mg/ml Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, 0,095 Mol/1 L-Arginin, 320 mM EACA, pH 7,4 

9. 0,15 Mol/1 NaCl, 6 mg/ml Ca 3 -Citrat X 2 H 2 0, 0,12 Mol/1 L-Arginin, 0,14 Mol/1 Citrullin, pH 7,5 

10. 6 mg/ml Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, 0,12 Mol/1 L-Arginin, 0,14 Mol/1 Citrullin, 80 mMol/1 EACA, pH 7,4 

11. 0,15 Mol/1 NaCl, 6 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, 0,12 Mol/1 L-Arginin, 0,14 Mol/1 Citrullin, 320 mMol/1 EACA, pH 7,0 50 

12. 6 g/1 Na 3 -Citrat X 2 H 2 0, 0,24 Mol/1 L-Arginin, pH 7,4 

13. 3 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, 0,24 Mol/1 L-Arginin, 80 mM EACA, pH 7,0 

14. 0,15 M NaCl, 6 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 9 0, 0,24 Mol/1 L-Arginin, 1.000 KIE/ml Aprotinin, pH 7,0 

15. 6 g/1 Na 3 -Citrat X 2 H 2 0, 0,24 Mol/1 L-Arginin x HC1, 80 mMol/1 EACA, pH 7,5 

1 6. 6 g/1 Na 3 -Citrat X 2 H 2 0, 0,24 MoVl L-Arginin x HC1, 4% Mannit, 80 mMol/1 EACA, pH 7,5 55 

17. 6 g/1 Na 3 -Citrat X 2 H 2 0, 0,24 MoVl L-Arginin x HC1, 8% Mannit, 80 mMol/1 EACA, pH 7,5 

18. 6 g/1 Na 3 -Citrat X 2 H 2 0, 0,15 M NaCl, 2% Nikotinamid, 1 .000 KIE/ml Aprotinin, pH 7,5 

19. 0,15 Mol/1 NaCl, 6 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, 0,24 Mol/1 L-Arginin, 320 mMol/1 Lys, pH 7,5 

20. 0,15 Mol/l NaCl, 6 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 2 0 0,24 Mol/1 L-Arginin, 80 mMoVl EACA, pH 7,5 

21 . 6 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, 0,24 MoVl L-Arginin, 320 mMoVl Lys, pH 7,0 60 

22. 6 g/1 Na 3 -Cit.rat x 2 H 2 0, 0,24 Mol/1 L-Arginin, 80 mMol/1 EACA, pH 7,0 

23. 0,15 MoVl NaCl, 6 g/1 Na 3 -Citrat X 2 H 2 0, 1% Milchsaure, 1.000 KIE/ml Aprotinin, pH 7,5 

24. 6 g/1 Na 3 -Citrat X 2 H 2 0, 0,047 MoVl L-Arginin, 1% Nicotinamid, 80 mMoVl EACA, pH 7,5 

25. 0,15 MoVl NaCl, 6 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, 0,24 MoVl L-Arginin, 2% L-His, 1.000 KIE/ml Aprotinin, pH 7,5 

26. 0,15 MoVl NaCl, 6 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, 0,24 MoVl L-Arginin, 2% Saccharose, 1.000 KTE/ml Aprotinin, pH 7,5 65 
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Formulierungen mit F XHI als Einzelkomponente 

27. 2,92 g/1 NaCl, 1,47 g/1 Na 3 -Citrat X 2 H 2 0, 3 g/1 L-Arginin, pH 7,4 

28. 5,88 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, pH 7,4 

5 29. 0,15 M NaCl, 5,88 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, pH 7,4 

30. 2,92 g/1 NaCl, 1,47 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, pH 7,4 

31. 10 mMol/1 Na 3 -Citrat X 2 H 2 0, 1% Gly, pH 7,4 

32. 1% His, 2,5% Saccharose 

33. 5,88 g/1 Na 3 -Cit.rat. x 2 H 2 0, 2% Mannit, pH 7,4 

10 34. 5,88 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, 5% L-Arginin, pH 7,4 

35. 50 mMol/1 Glycylglycin, 2% Mannit, pH 7,4 

36. 5,88 g/1 Na 3 -Citrat x 2 H 2 0, 1% HSA, pH 7,4 
37.5 mMol/1 EDTA, 50 mMol/1 Tris x HC1, pH 7,4 
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Tabelle la 

StabiliLal von Fibrinogen bzw. Fibrinogen/F XIII in verschiedenen Formulierungen bei 4°C 
Beurteilung Viskositat (nach dem Auftauen) 



Ansatz Nr. 


Lagerzeit (M) 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


11 


0 


1 


1 






1 




1 


1 






1 


0,5 


1 


| 1 






1 




1 


3 








1 


2 


2 






1 
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3 








3 


2 


3 






1 




1 


4 






2 


6 




4 










2 


4 






3 


9 




nd 




















12 




nd 





















1=geringe Viskositat, 2=mittlere Viskosi 



:at, 3=hohe Viskosi-tat, 4=fest 



Fibrinogen (g/1) 



Ansatz Nr. 


Lagerzeit (M) 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


11 


0 


77 


94 


100 


96 


75 


79 


78 


72 


81 


80 


74 


0,5 


81 


92 


106 


96 


73 


74 


82 


78 


nd 


73 


81 


1 


74 


88 


110 


93 


69 


72 


85 


78 


75 


76 


85 


3 


74 


90 


111 


94 


67 


73 


81 


nd 


77 


73 


75 


6 




94 


97 


94 




69 


72 


nd 


70 


73 


78 


9 




nd 


98 


81 










56 






12 




nd 


93 


85 










39 
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F HE (E/ml) 



Ansatz Nr. 


Lagerzeit (M) 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


11 


0 


60 


60 


79 


75 


60 


60 


61 


43 


69 


59 


80 


0,5 


64 


56 


58 


61 


59 


60 


61 


44 




60 


81 


1 


82 


52 


58 


61 


60 


58 


59 


43 


64 


59 


79 


3 


60 


48 


50 


58 


57 


56 


61 


nd 


62 


56 


74 


6 




50 


39 


50 




57 


55 


nd 


55 


58 


56 


9 




nd 


33 


49 










58 






12 




nd 


31 


52 










55 







nd=nicht bestimmt 



Tabelle lb 

Stabilitat von Fibrinogen bzw. Fibrinogen/ F XIII in verschiedenen Formulierungen bei -20°C 
Beurteilung Viskositat (nach dem Auftauen) 



Ansatz Nr. 


Lagerzeit 
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Fibrinogen (g/1) 



Ansatz Nr. 


Laufeeit (M) 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


11 


0 


77 


94 


nd 


nd 


75 


79 


78 


72 
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80 


74 


0,5 


80 


95 
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nd 
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78 


78 


75 


81 


79 


75 


1 


75 


89 
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74 


79 
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76 


78 


74 
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94 
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70 
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62 






nd=nicht bestimmt 

F xm (E/ml) 


Ansatz Nr. 


Laufzeit (M) 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


8 


10 


11 


0 


60 


60 


nd 


nd 


60 


60 


61 


43 


69 


59 


60 


0,5 


53 


18 


nd 


nd 
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59 


66 


40 


61 


60 


75 


1 


39 


5 


nd 


nd 


60 


61 


62 
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54 


56 


74 


3 


21 


3 


nd 


nd 


59 


59 


65 


42 


33 


58 


77 


6 
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nd 
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59 


62 


34 


15 


57 


71 


9 




nd 


nd 
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6 






12 




nd 


nd 


nd 

















nd=nicht bestimmt 
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Patentanspriiche 

1 . Stabilisierte, im wesentlichen fibrinogenfreie und im fliissigen Zustand lagerfahige Proteinzubereitung, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie den Blutgerinnungsfaktor XIII zusammen mit 

a) einem physiologisch vertraglichen Salz einer organischen Di- oder Tricarbonsaure, insbesondere der Zitro- 5 
nensaure, und 

b) weiteren ub lichen Stabilisatoren fur den Faktor XIII enthalt. 

2. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie als weitere ubliche Stabilisatoren 

a) ein Mono- oder Di sac ch arid oder einen Zuckeralkohol und/oder 

b) eine Aminosaure aus der Gruppe Glycin, Glycylglycin, Alanin, Cystein, Histidin, Glutamin oder einem 10 
physiologisch vertraglichen Salz der Glutamin- oder Asparaginsaure enthalt. 

3. Stabilisierte, fliissige Proteinzubereitung, dadurch gekennzeichnet, dass sie Fibrinogen zusammen mit einer die 
Fibrinogenaggregation verhindernden oder verrnindernden, in einer Menge von weniger als 0,28 Moll zugesetzten 
chaotropen Substanz enthalt. 

4. Zubereitung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass als eine die Fibrinogenaggregation verhindernde 15 
oder verrnindernde Substanz eine Verbindung aus der Gruppe bestehend aus Arginin, Guanidin, HarnstofT, Citrullin, 
Nicotinamid oder ihren Mischungen verwendet wird. 

5. Zubereitung nach den Anspriichen 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich ein Antifibrinolytikum 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Aprotinin, Lysin, p-Aminoc aprons aure (EACA), p-Aminomethylbenzoe- 
saure (PAMBA) oder eines ihrer physiologisch vertraglichen Salze oder Derivate enthalt. 20 

6. Zubereitung nach den Anspriichen 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich als Stabilisator 

a) ein physiologisch vertragliches Salz einer organischen Carbonsaure, insbesondere der Zitronensaure oder 
der Milchsaure, oder 

b) eine oder mehrere Aminos auren oder 

c) ein Mono- oder Disaccharid oder 25 

d) einen Zuckeralkohol 
oder cine ihrer Mischungen enthalt. 

7. Stabilisierte, tiefgefrorene und nach dem Auftauen fur mehr als vier Wochen stabile Proteinzubereitung, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie Fibrinogen zusammen mit einer die Fibrinogenaggregation nach dem Auftauen verhin- 
dernden oder verrnindernden, in einer Menge von weniger als 0,28 Mol/1 zugesetzten, chaotropen Substanz enthalt. 30 

8. Zubereitung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass als eine die Fibrinogenaggregation verhindernde 
oder verrnindernde Substanz eine chaotrope Verbindung aus der Gruppe bestehend aus Arginin, Guanidin, Harn- 
stoff, Gitrullin, Nicotinamid oder ihren Mischungen verwendet wird. 

9. Zubereitung nach den Anspriichen 7 und 8, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich ein Antifibrinolytikum 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Aprotinin, Lysin, p-Aminoc aprons aure (EACA), p-Aminomethylbenzoe- 35 
saure (PAMBA) oder eines ihrer physiologisch vertraglichen Salze oder Derivate enthalt. 

10. Zubereitung nach den Anspriichen 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich als Stabilisator 

a) ein physiologisch vertragliches Salz einer organischen Carbonsaure, insbesondere der Zitronensaure oder 
der Milchsaure, oder 

b) eine oder mehrere Aminos auren oder 40 

c) ein Mono- oder Disaccharid oder 

d) einen Zuckeralkohol 
oder eine ihrer Mischungen enthalt. 

11. Zubereitung nach den Anspriichen 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass ihr Gehalt an wasserloslichem, an- 
organischem Salz <100 mMol/1, vorzugsweise <50 mMol/1 betragt. 45 

12. Zubereitungen nach den Anspriichen 3 bis 6 und 7 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass sie neben Fibrinogen 
noch den aus dem Ausgangsmaterial stammenden Faktor XHI enthalten. 

13. Zubereitungen nach den Anspriichen 3 bis 6 und 7 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass sie neben dem Fibri- 
nogen und dem Faktor XIII noch weitere Plasmaproteine enthalten. 

14. Zubereitungen nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass sie in Mischung mit den Zuberei- 50 
tungen der Anspruche 3 bis 6 und 7 bis 13 vorliegen. 

15. Gewebekleber, dadurch gekennzeichnet, dass er aus drei voneinander getrennten Komponenten besteht, nam- 
lich 

a) der den stabilisierten Faktor XIII enthaltenden Zubereitung gemaB den Anspriichen 1 und 2, 

b) der das stabilisierte Fibrinogen enthaltenden Zubereitung gemaB den Anspriichen 3 bis 6 und 7 bis 13 sowie 55 

c) einer Thrombin enthaltenden Zubereitung, 

die in einer zur gemeinsamen Anwendung vorbereiteten Verpackungseinheit bereitgestellt werden. 

16. Gewebekleber, dadurch gekennzeichnet, dass er aus zwei voneinander getrennten Komponenten besteht, nam- 
lich 

a) den Zubereitungen gemaB Anspruch 14 und 60 

b) einer Thrombin enthaltenden Zubereitung, 

die in einer zur gemeinsamen Anwendung vorbereiteten Verpackungseinheit bereitgestellt werden. 

17. Verwendung der Zubereitungen nach den Anspriichen 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass sie als Einzel- 
komponenten parenteral oder topisch zur therapeutischen Behandlung eingesetzt werden. 
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